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Wirkung von Heparin in vitro auf die Reninaktivität im Plasma1)
Von H. LiNDSTAEDT2), HANNELORE SCHMIDT, H. KAULHAusEN3)'und H. BREUER
Aus dem Institut für Klinische Biochemie und Klinische Chemie der Universität Bonn
(Eingegangen am 11. April/26. Juli 1972)
Es wurde die Wirkung von Heparin in vitro auf die Reninaktivität im Plasma und im Serum des Menschen unter verschiedenen Be-
dingungen untersucht. Bereits geringe Mengen von Heparin hemmten im Plasma die Freisetzung von Angiotensin; die Hemmung war
von der Heparinkonzentration abhängig. Wurde Heparin dem Serum vor der Dialyse zugesetzt, so war die Hemmung geringer als bei
Zusatz nach der Dialyse. Diese Befunde sprechen gegen eine ausschließliche Kompetition zwischen Reninsubstrat und Heparin. Aufgrund
der vorliegenden Ergebnisse ist die Bestimmung der Reninaktivität im Heparin-Plasma abzulehnen.
In vitro activity of heparin on the renin activity in plasma
The effect of heparin in vitro on the renin activity in human plasma and serum was examined under various conditions. Even small amounts
of heparin in the plasma inhibited the liberation of angiotensin, and the inhibition was dependent on the heparin concentration. If heparin
was added to the serum before the dialysis, the inhibition was less than when the heparin was added after dialysis. This finding weighs
against an exclusive competition between the renin substrate and heparin. On the basis of the results given here, the determination of
renin activity in heparinized plasma should be avoided.
Während der letzten Jahre haben mehrere Autoren
über die Wirkung von Heparin auf das Renin-Angio-
tensin-Aldosteron-System berichtet. So fanden SCHLAT-
MANN et al. (1) nach Gabe von Heparin und Heparin-
oiden eine verminderte Ausscheidung von Aldosteron
im Urin; als Ursache vermuteten sie eine Blockierung
des Renin-Angiotensin-Systems. Diese Annahme wird
durch die Untersuchungen von JAQUES et al. (2) unter-
stützt, aus denen hervorgeht, daß sich Heparin als
Säure mit Angiotensin II zu einem schwer dialysier-
baren Komplex verbindet. CONN et al. (3) sind der An-
sicht, daß die erniedrigte Aldosteronausscheidung nach
Verabreichung von Heparin auf eine Hemmung der
Biosynthese von Aldosteron in der Nebennierenrinde
zurückzuführen ist; auch MAJOOR (4) kommt anhand
neuerer Untersuchungen zu dem gleichen Schluß.
SEALEY et al. (5) beobachteten in vitro eine Hemmung
der Freisetzung von Angiotensin durch Heparin
(5—1900 Einheiten/ml Blut), die umgekehrt propor-
tional zur Konzentration des Reninsubstrats im Plasma
war. Die Autoren erklären ihren Befund mit einer re-
versiblen (kompetitiven) Hemmung zwischen Renin-
substrat und Heparin. Ähnlich wiesen auch KANEKO
et al. (6) eine verminderte Angiotensinfreisetzung in
vitro bei Heparinkonzentrationen zwischen 100 und
400 Einheiten/ml Plasma nach; bei Konzentrationen
unter 40 Einheiten/ml war die Hemmung jedoch nicht
signifikant. Möglicherweise besteht ein Zusammenhang
mit der klinischen Beobachtung, daß nach Verab-
reichung von Heparin über einen längeren Zeitraum
der Blutdruck absinkt (7).
Bei vielen Methoden zur Bestimmung der Renin-
aktivität (vgl. 1. c. (8-11)) wird heparinisiertes Plasma
verwendet. Bereits in früheren Untersuchungen hatten
sich Hinweise dafür ergeben, daß die Menge der einge-
setzten Heparin-Präparation (Liquemin) eine kritische
Größe bei der Bestimmung von Renin darstellt (12).
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit
die Wirkung von Heparin auf die Reninaktivität des
menschlichen Plasmas in vitro eingehend untersucht.
Es zeigte sich, daß Heparin in der Tat einen deutlichen
Einfluß auf die Aktivität von Renin ausübt.
Methodik
Prinzip der Methode %iir Bestimmung der Reninaktivität im Plasma
und im Serum
Die Reninaktivität wurde.nach der bereits früher beschriebenen
Methode (12) bestimmt.
Als Reninsubstrat diente vorbehandeltes Citrat-Plasma nephrek-
tornierter Katzen. Durch Dialysen gegen EDTA-haltige Puffer
wurden die Angiotensinasen bei niedrigen pH-Werten (3,3 bzw.
3,9) in den zu untersuchenden Plasma- und Serumpfoben sowie
in der Reninsubstrat-Lösung inaktiviert. Die Inkubatio'n von
0,5 ml Plasma oder 0,5 ml Serum mit 0,2 ml Reninsubstrat-
Lösung wurde bei pH 7,5 durchgeführt. Das während der 20stdg.
Inkubation entstandene Angiotensin II wurde im Rattenblut-
druckversuch in Form eines „Bracket Assay" gemessen. Wegen
des geringeren Arbeitsaufwandes wurde das zur Fällung ver-
wendete Äthanol nicht am Rotations verdampf er, sondern unter
Stickstoff (nachgereinigt) bei 37° im Wasserbad eingedampft.
En^jm-Einheit
Eine Renin-Einheit (R. E.) ist die Reninaktivität in 0,5 ml Plasma
bzw. Serum, die unter Zusatz von 0,2rril Reninsubstrat-Lösung
(Katzenplasma) während einer 20stdg. Inkubation bei 37° eine
vasopressorische Aktivität freisetzt, welche der von l ng -
paraginyl-Angiotensin II (Hypertensin CIBA) entspricht.
*) Enzym: Renin (EC 3.4.4.15).
2) Teil der Dissertation H. LINDSTAEDT, Medizinische Fakultät
der Universität Bonn, 1972.
3) Auszugsweise vorgetragen von H. KAULHAUSENT auf dem
Congressus Biochimiae Clinicae in Prag, 14.—18. September 1971;
vgl. Abstracta, S. 190.
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Versuchspersonen
Die Untersuchungen wurden an drei Frauen (Alter 18—26 Jahre)
und sieben Männern (Alter 24—27 Jahre) vorgenommen. Alle
Versuchspersonen waren frei von erkennbaren Krankheiten. Die
Frauen erhielten weder orale Contrazeptiva noch andere Hormon-
präparate; Schwangerschaften konnten ausgeschlossen werden.
Heparin- Versuche
Um den Einfluß von Heparin (Liquernin 5000, Hoffmann-La
Röche AG, Grenzach/Baden) auf die Angiotensinbiidung in
vitro zu untersuchen, wurde die Reninaktivität sowohl im Plasma
als auch im Serum bei Heparinkonzentrationen zwischen 28 und
330 USP—E./ml bestimmt (l \ Liquemin 5000 entspricht 5
USP—E. Heparin). Plasma und Serum stammten bei allen Ver-
suchspersonen aus der gleichen Blutprobe; in allen Versuchen
wurde der Hämatokrit-Wert bestimmt. Da Heparin nach der
Zentrifugation im Plasmaanteil erscheint, konnten mit Hilfe der
Hämatokrit-Werte die Heparinkonzentrationen bestimmt werden.
Das Heparin wurde mit einer Agla-Spritze (Micrometer Syringe
Outfit, Burroughs Wellcome, London) abgemessen; durch vor-
sichtiges Schütteln der Blut- bzw. Serumproben wurde eine voll-
ständige Durchmischung erreicht. Den Serumproben wurde
Heparin entweder vor oder nach der Dialyse zugesetzt.
Ergebnisse
Einfluß von Heparin auf die Angiotensinbildung in vitro
Die Reninaktivität war in den heparinfreien Serum-
proben am höchsten (Tab. 1). Eine deutlich niedrigere
Reninaktivität, d. h. eine geringere Bildung von An-
giotensin wurde im Plasma festgestellt, wenn sofort
nach der Blutentnahme Heparin zugesetzt worden war.
Die Hemmung der Angiotensinfreisetzung war hoch-
signifikant (p < 0,001) und konzentrationsabhängig:
Bei Zusatz von nur 30 USP-E. Heparin/ml Plasma
betrug die Hemmung im Mittel 40—45%; im Bereich
von 60—90 USP-E. Heparin/ml war sie geringer und
nahm dann, bei Konzentrationen zwischen 90 und
300 USP-E. Heparin/ml Plasma wieder zu. Der Einfluß
von Heparin auf die Plasmareninaktivität bei 10 Nor-
malpersonen ist in Abbildung l graphisch dargestellt;
dabei wurde die Hemmung, ausgedrückt in % der
Reninaktivität im Serum, gegen steigende Heparin-
50 r
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Abb. l
300
Hemmung der Reninaktivität im Plasma in Prozent durch steigende
Konzentrationen von Heparin; die Werte sind auf die Reninaktivität
im heparinfreien Serum bezogen (keine Hemmung). Die Bestimmung
der Reninaktivität erfolgte durch Messung des freigesetzten Angio-
tensins; Einzelheiten vgl. Methodik. Die Punkte der Kurve sind
Mittelwerte aus den Bestimmungen bei 10 Versuchspersonen
konzentrationen (30—300 USP-E./ml Plasma) aufge-
tragen.
Auch wenn vor der Dialyse Heparin den Serumproben
zugefügt wurde (Tab. 1), ließ sich eine signifikante
Hemmung der Angiotensinfreisetzung nachweisen;
sie betrug im Mittel 27% bei Heparinkonzentrationen
von 60 und 90 USP-E. Heparin/ml Serum. Erfolgte der
Zusatz von Heparin (30—120 USP-E./ml) zu den
Serumproben nach der Dialyse (Tab. 1), so war die
Reninaktivität gegenüber derjenigen im heparinfreien
Serum nur geringfügig verändert; allerdings schienen
auch in diesem Fall die absoluten Werte von der je-
weiligen Heparinkonzentration in der oben beschrie-
benen Weise abhängig zu sein.
Tab. l
Wirkung verschiedener Heparinkonzentrationen auf die Reninaktivität in vitro in Seren und Plasmen männlicher und weiblicher Versuchs-
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Tab. 2
Wiederfindung von Angiotensin II (Hypertensin CIBA) nach Inkubation mit Serumproben (Versuch I und 2) sowie mit Reninsubstrat-Lösung
(Katzenplasma; Versuch 3 und 4). Es wurden jeweils 200 ng Angiotensin II in 0,8 ml 0,9proz. NaCI-Lösung aufgenommen und mit 0,2 ml Serum
bzw. Reninsubstrat-Lösung 20 h lang inkubiert. Die Angiotensinasen waren durch Dialyse der Serum- und Katzenplasma-Proben gegen EDTA-










































































Die Inaktivierung der im Serum des Menschen sowie
in der Reninsubstrat-Lösung (Katzenplasma) vor-
kommenden Angiotensinasen wurde durch Inkubation
von Serum bzw. Reninsubstrat mit jeweils 200 rig
Asparaginyl-Angiotensin II (Hypertensin CIBA) über-
prüft. Es zeigte sich, daß sowohl in den Serumproben
als auch in der Reninsubstrat-Lösung die Angiotensin-
asen vollständig gehemmt wurden (Tab. 2).
Sonstige vasopressoriscbe Substanzen
Während in der Reninsubstrat-Lösung nach Inku-
bation mit 0,9proz. NaCI-Lösung oder mit Phosphat-
Pufler (pH 7,5) keine vasopressorische Aktivität nach-
gewiesen werden konnte, ergaben die Serumproben
deutlich meßbare Leerwerte. Die Versuchsergebnisse
wurden dadurch jedoch nicht beeinflußt; auf diesen
Punkt ist bereits früher eingegangen worden (13).
Präzision der Methode %ur Bestimmung der Reninaktivität
im Serum
Um die Präzision der Methode beurteilen zu können,
wurde eine lOfach-Bestimmung der Reninaktivität im
Serum einer männlichen Normalperson vorgenommen.
Bei einem Mittelwert von 30,0 R. E. betrug die Stan-
dardabweichung (s) ± 1,0; der Variationskoeffizient
(VK) war 4%.
Normahverte der Reninaktivität im Serum
Bei neun Normalpersonen. (Alter 18 -̂27 Jahre) lag
die Reninaktivität im Serum bei Orthostase zwischen
18,0 und 37,0 R. E. Der Mittelwert betrug 28,5 R. E.,
die Standardabweichung (s) ± 7,5.
Diskussion
In der vorliegenden Untersuchung konnte ein Einfluß
von Heparin (Liquemin) auf die Freisetzung von
Angiotensin in vitro nachgewiesen werden. Es zeigte
sich, daß die Heparinwirkung konzentrationsabhängig
war; das Ausmaß der Hemmung hing davon ab, ob
Heparin bereits bei der Blutentnahme, zu Beginn der
Dialyse oder erst nach der Dialyse zugesetzt wurde.
Mit der von SEALEY et al. (5) vermuteten Kompetition
zwischen Reninsubstrat und Heparin kann nur ein Teil
unserer Ergebnisse erklärt werden.
1. Wenn der Heparinzusatz zum Vollblut bzw. zum
Serum vor Beginn der Dialyse erfolgte, war die An-
giotensinfreisetzung während der Inkubation signi-
fikant vermindert; möglicherweise ist dies darauf zu-
rückzuführen, daß Heparin während der Dialyse die
aktiven Stellen des Enzyms besetzt. Das endogene, im
Serum der Versuchspersonen enthaltene Reninsubstrat
kann praktisch vernachlässigt werderi, da es während
der Dialyse bei pH 3,3 fast vollständig gefällt wird.
2. Im Bereich zwischen 90 und 300 USP-E. Heparin/ml
Plasma nimmt die Hemmung mit steigenden Heparin-
konzentratipnen zu. Im Gegensatz zu den Vermutun-
gen von SEALEY et al. (5) steht die Beobachtung, daß bei
der niedrigen Heparinkonzentration von 30 USP-E./ml
Plasma die Hemmung der Angiotensinbildung stärker
war als im Bereich zwischen 60 und 240 USP-E./ml
(vgl. Abb. 1).
Wie schon erwähnt, war das Ausmaß der Hemmung
davon abhängig, ob Heparin vor der Dialyse oder
nach der Dialyse in die Serumproben gegeben wurde.
Befand sich Heparin bereits während der Dialyse im
Plasma bzw. Serum, so ergab sich eine deutlich ge-
ringere Freisetzung von Arigiotensin. Daraus kann ge-
folgert werden, daß die Hemmung der ReninsuBstrat-
Renin-Reaktion durch Heparin in vitro hauptsächlich
während des Dialysevorganges, d. h. bei niedriger
Temperatur (4°C) einsetzt. Die hier vorgelegten Er-
gebnisse sprechen gegen die Annahme, daß es sich bei
der Wirkung von Heparin auf die Freisetzung von
Angiotensin ausschließlich um eine kompetitive Hem-
mung handelt. Allerdings muß berücksichtigt werden,
daß in dem von SEALEY et al. (5) angewandten. Verfahren
endogenes Reninsubstrat umgesetzt wird, während in
den eigenen Untersuchungen exogenes Reninsubstrat
Verwendung findet. Im übrigen läßt sich eine Aussage
über den Mechanismus der Hemmung der Reninakti-
vität durch Heparin zur Zeit nicht machen. So kann
nicht ausgeschlossen werden, daß die hier eingesetzte
Heparin-Präparation, (Liquemin) Begleitstoffe wie z. B.
Histamin enthält, welche in die Reaktionen eingreifen,
die während der Aufarbeitung und Inkubation der
Z. Klin. Chem. Klin. Biochern. / 10. Jahrg. 1972 / Heft 11
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Plasmaproben ablaufen. Da zwischen heparinhaltigen von Heparin zu falsch erniedrigten Werten führen; die
Serumproben und Plasmen bei gleichen Heparin- Unterscheidung zwischen normalen und erniedrigten
Konzentrationen keine statistisch signifikanten Unter- Reninaktivitäten ist andererseits bei der Diagnostik
schiede in der Angiotensinfreisetzung auftraten (vgl. der „low-renin essential hypertension" (14) von großer
Tab. 1), ist anzunehmen, daß der Gerinnungsvorgang Bedeutung. Die genannten Schwierigkeiten lassen sich
an sich keinen Einfluß auf die Reninaktivität hat. dadurch umgehen, daß man sowohl bei den biolo-
Aufgrund der oben beschriebenen Beobachtungen ist gischen als auch bei den radioimmunologischen Ver-
die Bestimmung der Reninaktivität im Heparin-Plasma fahren zur Bestimmung der Reninaktivität entweder
abzulehnen, da bereits relativ geringe Konzentrationen Serum oder EDTA-Plasma verwendet.
Literatur
1. SCHLATMANN, R. J. A. F. M., JANSEN, A. P., PRENEN, H., J. J., DAVIES, D. L., LEVER, A. F., ROBERTSON, J. I. S. & TREE,
VAN DER KORST, J. K. & MAjooR, C. L. H. (1964), J. clin. Endo- M. (1964), Biochem. J. 93, 594—600. — 9. SKINNER, S. L. (1967),
crinol, Metab. 24, 35—47. — 2. JAQUES, R., KÜTTNER, K., BEIN, Circ. Res. 20, 391—402. — 10. HELMER, O. M. & JUDSON, W. E.
H. J. & MEIER, R. (1960), Experientia 16,147. —3. CONN, J. W., (1963), Circulation 27, 1050—1060. — 11. PICKENS, P. T., BUM-
ROVNER, D. R., COHEN, E. L. & ANDERSON, J. E. (1966), J. clin. PUS, F. M., LLOYD, A. M., SMEBY, R. R. & PAGE, I. H. (1965),
Endocrinol. Metab. 26, 527—532. — 4. MAJOOR, C. L. H. (1969), Cite. Res. 17, 438—448. — 12. KAULHAUSEN, H., FILLMANN, B. &
Ned. T. Geneesk. 113, 767—771. — S. SEALEY, J. E., GERTEN, BREUER, H. (1970), diese Z. 8, 254—258. — 13. KAULHAUSEN, H.,
J. N., LEDINGHAM, J. G. G. & LARAGH, J. H. (1967), J. clin. SCHMIDT, H., LINDSTAEDT, H. & BREUER, H. (1972), diese Z.
Endocrinol. Metab. 27, 699—705. — 6. KANEKO, Y., IKEDA, T., W, 151—155. — 14. LARAGH, J. H. (1971), Circulation 44, 971
TAKEDA, T. & UEDA, H. (1967), J. clin. Invest. 46, 705—716. — bis 974.
7. KELLER, R. (1955), Medizinische I, 492—495. — 8. BROWN,
Prof. Dr. H. Breuer
Inst. f. Klin. Chemie u. Klin. Biochemie
53 Bonn-Venusberg
2. Klin. Chero. Klin. Biochem. / 10. Jahrg. 1972 / Heft 11
